
JV^T WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 

_____ Internationales Biiro -^mr 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG OBER DIE 
INTERNATIONALE ZUS AMMEN ARB EIT AUF DEM GEBIET PES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation 6 : 
C07K 14/635, 16/24, G01N 33/78 



Al 



(11) Internationale Veroffentlichungsnummer: WO 96/10041 

4. April 1996 (04.04.96) 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdaturn 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 



PCT/EP95/03757 

22. September 1995 
(22.09.95) 



(30) PrioHtatsdaten: 

P 44 34 551.8 



28. September 1994 (28.09.94) DE 



(71) (72) Anmelder und Erfinder: FORSSMANN, Wolf-Georg 

[DE/DE]; Niedersachsisches Institut far Peptidforschung, 
Feodor-Lynen-Strasse 31, D-30625 Hannover (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fiir US): ADERMANN, Knut 
[DE/DE]; Schleidenstrasse 5, D-30177 Hannover (DE). 
HOCK, Dieter [DE/DE]; Weinberjgstrasse 14, D-74924 
Neckarsbischofsheim (DE). MAGERLEIN, Markus 
[DE/DE]; Blumenstrasse 5, D-63785 Obernburg (DE). 

(74) Anwalt: GODEME YER , Thomas; Hauptstrasse 58, D-51491 
Overath (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: JP, US, europaisches Patent (AT, BE, 
CH, DE, DK, ES, FR, GB, GR, IE, IT, LU, MC, NL, PT, 
SE). 



Veroffentlicht 

M it internationalem Recherchenberichu 
Vor Ablauf der fiir Anderungen der Anspriiche zugelassenen 
Frist. Veroffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 
eintreffen. 



(54) Title: PEPTIDES FROM THE hPTH SEQUENCE (1-37) 

(54) Bezeichnung: PEPTIDE AUS DER SEQUENZ DES hPTH (1-37) 

(57) Abstract 



The invention concerns peptides from the human parathyroid hormone (hPTH) sequence (1-37) and containing a -helical amino acid 
sequence regions and/or non-structured amino acid sequence regions. The said peptides are capable of inducing antibodies when injected 
into animals. The invention also concerns a diagnostic agent and antibodies obtainable by vaccination of animals with the peptides in 
question. 



(57) Zusammenfassung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung sind Peptide aus der Sequenz des hPTH (1-37) enthaltend a-helicale 
Aminosauresequenzbereiche undVoder nicht strukturierte Aminosauresequenzbereiche, wobei die Peptide bei Injektion in Tiere 
Antikorper zu induzieren vermogen. Ein weiterer Gegenstand der Erfindung sind ein Diagnostikum und Antikorper erhaltlich durch 
Immunisierung von Tieren mit den erfindungsgemaBen Peptiden. 
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Peptide aus der Seguenz des hPTH (1-37) 

Die vorliegende Erfindung betrifft Peptide aus der Sequenz 
des hPTH (1-37), ein Diagnostikum erhaltlich durch Immuni- 
sxerung von Tieren mit den Peptiden, Antik6rper Oder deren 
Fragmente erhaltlich durch Immunisierung von Tieren mit den 
Peptxden sowie die Verwendung der Peptide zur Herstellung 
ernes Mittels zur Diagnose von biologisch aktivem h-PTH. 

Humanes Parathormon (hPTH) , ein lineares Polypeptid aus 84 
Aminosauren, spielt eine wichtige Rolle in der Regulation 
des Calciumstoffwechsels. Der Metabolismus dieses Hormons 
fuhrt zu einer groflen Zahl C-terminaler Fragmente, deren 
biologische Funktion noch nicht geklart ist. Als zirkulie- 
rendes N-terminales Fragment ist das hPTH 1-37 festgelegt 
(EP-A 0 349 545). Dieses Fragment besitzt die voile biologi- 
sche Aktivitat des Gesamthormons . Diese nimmt allerdings bei 
Verlust der ersten Aminosaure, Serin, deutlich ab una geht 
ohne die ersten beiden Aminosauren, Serin und Valin, vollig 
verloren. 

Fiir das intakte Hormon hPTH 1-84 und fur das N-terminale 
Fragment werden Serumkonzentrationen im Bereich von 
10- mol/1 gemessen. Zur Bestimmung solch niedriger Konzen- 
trationen bedient man sich immunologischer Mefiverf ahren . Die 
valxdesten Ergebnisse liefern hierbei MeBverfahren nach dem 
Doppelantikorper Oder Sandwich Prinzip (z.B. Two-site Radio- 
immunometric Assay, IRMA Oder Sandwich Enzym Linked Immune 
Sorbent Assay, Sandwich ELISA). Solche Assays sind fiir hPTH 
1-84 kommerziell erhaltlich. Zur Messung von hPTH 1-34 ist 
ein Assay nach dem Doppelantikorper-Prinzip nicht bekannt. 



um ei- 



Hierfiir sind zwei AntikOrper notwendig. Diese mussen, 
ne gegenseitige sterische Hinderung zu vermeiden, Epitope 
des Antigens erkennen, die in ausreichender Entfernung zu- 
einander liegen. Bei Immunisierung mit dem intakten Antigen 
erhalt man ein heterogenes Gemisch unterschiedlicher Anti- 
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kfcrper, die fur einen Sandwich- Assay erst aufwendig gerei- 
nigt werden mussen. Zwar war es bisher mfcglich aufgrund 
theoretischer Berechnungen nach B. A. Jameson & H. Wolf, The 
antigenic index: a novel algorithm for predicting antigenic 

5 determinants, CABIOS 4, p 181-186, 1988 am N-Terminus eine 
bevorzugte immunogen wirkende Sequenz im Bereich der Amino- 
sauren 7-14 f estzustellen . Eine Immunisierung mit N-termi- 
nalen Fragmenten nach etablierten Methoden fuhrt in erster 
Linie zu Antikorpern, die, wie fur hPTH 1-34 beschrieben (J. 

10 Tampe, P. Brozio, H.E . Manneck, A. MiBbichler, E. Blind, 
K.B. Muller, H. Schmidt-Gayk und F.P. Armbruster; Charac- 
terisation of antibodies against human N-terminal parathy- 
roid hormon by epitope mapping; J. Immunoassay 13 S. 1-13, 
1992), in dem Bereich dieser Aminosauren binden. Diese An- 

15 tikorper konnen aber nicht zwischen biologisch aktiven und 
biologisch inaktiven PTH 1-84 oder Fragmenten davon, denen 
die ersten beiden Aminosauren Serin und Valin fehlen, unter- 
scheiden. 

20 Das der Erfindung zugrunde liegende technische Problem be- 
steht darin, Peptide anzugeben, mit deren Hilfe die oben 
genannten Nachteile der Diagnose von biologisch aktivem 
h-PTH beseitigt werden kGnnen, 

25 Das angesprochene technische Problem wird iiberraschender- 
weise gelost durch Peptide aus der Sequenz des hPTH (1-37) 
enthaltend a-helicale Aminosauresequenzbereiche und/oder 
nicht strukturierte Aminosauresequenzbereiche, wobei die 
Peptide bei Injektion in Tiere Antikorper zu induzieren ver- 

30 mogen. Dabei enthalten die Peptide vorzugsweise die N-termi- 
nale a-Helix im Bereich der Aminosauren 5-9, einen unstruk- 
turierten Abschnitt der Aminosauren 10-16 und/oder eine C- 
terminale a-Helix im Bereich der Aminosauresequenz 17-34 des 
hPTH (1-37). Vorzugsweise werden die folgenden erfindungs- 

35 gemafien Peptide zur Immunisierung verwendet: 
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hPTH 1-10 

NH 2 -Serl-Val2-Ser3-Glu4-i le 5. Gln 6. Leu 7. Met 8. His 9_ Asn 10. OH 
hPTH 1-9 

5 NH 2 -Serl-Val2-Ser3.Glu4-iie5. Gln 6. Leu 7_ Met 8. His 9_ 



(1) 



His y -OH (2) 



hPTH 1-8 

NH 2 -Serl-Val2. S er3-Glu4-il e 5. Gln 6_ Leu 7_ Met 8. OH 

10 hPTH 1-7 

NH 2 -Serl-Val2-ser3-Glu 4 -Ile5-Gln6-Leu 7 -OH 

hPTH 1-6 

NH 2 -Serl-Val 2 -Ser3-Glu 4 -Il e 5-Gln6-OH 

15 

hPTH 1-5 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser3-Glu 4 -Ile 5 -OH 
hPTH 9-18 

20 



(3) 



(4) 



(5) 



(6) 



NH 2 -His9-Asnl0. L eull-Glyl2- Lys 13. His 14. Leu 15. Asn 16_ Ser 17_ Met 18. OH (7) 



hPTH 10-18 

NH 2 -Asnl0-Leull-Glyl2_ Ly sl3-Hisl4. Leu 15. Asn 16_ Ser 17_ Met 18. 

25 hPTH 11-18 

NH 2 -Leull-Glyl2_ L y S 13_H is 14_ Leu 15_ Asn 16_ Ser 17. Met 18 



OH (8) 



Met JH -OH (g) 



hPTH 12-18 

NH 2 -Glyl2_ Lys 13_ His 14_ Leu 15_ Asn 16_ Ser 17. Met 18_ OH 

30 

hPTH 13-18 

NH 2 -Lysl3_H is 14_ Leu 15. Asn 16. Ser 17. Met 18. OH 
hPTH 14-18 

35 NH 2 _His 14 -Leul5_ Asn 16_ Ser 17. Met 18. 0H 



(10) 



(11) 



(12) 
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hPTH 9-17 

NH 2 -His 9 -Asnl0_ L eu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -OH (13) 
hPTH 9-16 

5 NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 16 -OH (14) 
hPTH 9-15 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -OH (15) 
10 hPTH 9-14 

NH 2 -Hi s 9 -Asn 1 0-Leu 1 1 -Gly 1 2 - Lys 1 3 -Hi s 1 4 -OH (16) 
hPTH 9-13 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu n -Gly 12 -Lys 13 -OH (17) 
15 hPTH 24-37 

NH 2 -Leu 24 -Arg 2 5-Lys 2 6-Lys 27 -Leu 2 8-Gln 29 -Asp 3 0-Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 - 
Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (18) 

hPTH 25-37 

20 NH 2 -Arg 25 -Lys 2 6-Lys 27 -Leu 2 8-Gln 29 -Asp 3 0-Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 3 5- 
Ala 36 -Leu 37 -OH d 9 ) 

hPTH 26-37 

NH 2 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 3 6- 
25 Leu 37 -OH < 2 °) 

hPTH 27-37 

NH 2 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH 

(21) 

30 

hPTH 28-37 

NH 2 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (22) 
hPTH 29-37 

35 NH 2 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH ( 23 ) 
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hPTH 30-37 

NH 2 -Asp30-Val31. H is32- Asn 33.p he 34_ Val 35_ Ala 36_ Leu 37_ OH (24) 
hPTH 31-37 

5 NH 2 -Val 31 -His32- Asn 33_ Phe 34. Va3 35. Ala 36. Leu 37_ OH (25) 
hPTH 32-37 

NH 2 .Hi S 32- Asn 33_p he 34_ Val 35_ Ala 36. Leu 37. OH (26) 



10 hPTH 33-37 

NH 2 -Asn 33 -Phe 34 -Val 3 5-Ala 36 -Leu 37 -OH 



(27) 



hPTH 24-36 

KH 2 -Leu24- Arg 25_ L y S 26. Lys 27_ Leu 28. Gln 29. Asp 30_ Val 31_ His 32. Asn 33.p he 34. 
15 Val 35 -Ala 36 -OH (28) 

hPTH 24-35 

NH 2 -Leu24- A rg25_ Lys 26_ Lys 27_ Leu 28. Gln 29_ Asp 30_v a i31_Hi S 32_ Asn 33_p he 34. 
Val 3 5- OH (2g) 

20 

hPTH 24-34 

NH 2 -Leu24- Arg 25. Lys 26_ Lys 27_ Leu 28_ Gln 29. Asp 30. Val 31. His 32_ Asn 33_p he 34. OH 

(30) 

25 hPTH 24-33 

NH 2 -Leu24- Ar g25. Lys 26. Lys 27. Leu 28. Gln 29_ As p30.val31-Hi s 32. Asn 33_ OH (31) 
hPTH 24-32 

NH 2 -Leu24- Arg 25_ Lys 26. Lys 27. Leu 28_ Gln 29_ Asp 30_ Val 31. His 32_ OH (32) 

30 

hPTH 24-31 

NH 2 -Leu24- Arg 25_ Lys 26. Lys 27_ Leu 28_ Gin 29. Asp 30. Val 31. OH (33) 
hPTH 24-30 

35 NH 2 -Leu24- Arg 25_ Lys 26_ Lys 27. Leu 28_ Gln 29_ Asp 30_ OH (34) 



WO 96/10041 



PCT/EP95/03757 



- 6 - 

hPTH 24-29 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -OH (35) 
hPTH 24-28 

5 KH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -OH ( 36 ) 

Die genannten Sequenzen reprasentieren in ihrer Primarstruk- 
tur wesentliche Merkmale der Sekundarstruktur , wie sich 
durch NMR-Daten unterstiitzend belegen 13Bt. Voraussetzung 
10 dazu war eine Festlegung der Sekundarstruktur fur PTH 1-37 
in physiologischer Losung. 

Die genannten strukturell auffalligen Bereiche wirken gut 
immunogen. Es werden Antikorper gebildet, die an den ersten 

15 Aminosauren des N-Terminus binden. Bereits das Fehlen von 
zwei Aminosauren fuhrt zu einem erheblichen Af f initatsver- 
lust. Da diese Aminosauren zur Ausiibung der biologischen 
Wirkung unerlSBlich sind, ist es mit dem erf indungsgem&Ben 
Peptid moglich Antikorper zu erhalten, die nur hPTH und 

20 Fragmente davon erkennen, die biologisch aktiv sind. 

Weiterhin sind Antikorper herstellbar, die den midregionalen 
Bereich 9-15 detektieren, und Antikorper, die C-terminal im 
Bereich der Aminosauren 30-37 binden. Erf indungsgemaB konnen 

25 also Antikorper gegen Bereiche des hPTH 1-37 produziert wer- 
den, die aufgrund theoretischer Berechnungen im Gesamtmole- 
kul nicht immunogen wirken. Diese Bereiche liegen zudem so- 
weit auseinander, daB keine sterische Hinderung vorliegt, 
die ein gleichzeitiges Binden zweier Antikorper verhindern 

3D wiirde. 

Die Peptide konnen in bevorzugten Ausf uhrungsf ormen am N- 
terminalen Ende, in der Seitenkette und/oder am C-terminalen 
Ende modifiziert sein, und zwar in Form von Acetyl ierungs- , 
35 Amidierungs- , Phosphoryl ierungs- und/oder Glycosylierungs- 
produkten. 
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SchlieBlich kbnnen erf indungsgem&Be Peptide auch an Carrier- 
proteine wie H&mocyanin, Thyreoglobulin, Rinderserumalbumin, 
Ovalalbumin Oder Mausserumalbumin etc. gebunden sein. Die 
Bindung an die Carrierproteine erfolgt vorzugsweise durch 
5 Carbodiimid Oder Formaldehyd . 

Die erf indungsgem&Ben Peptide konnen verwendet werden, urn 
ein Diagnostikum herzustel len . Das erf indungsgem&Be Diagno- 
stikum ist dabei erh&ltlich durch an sich bekannte Immuni- 

10 sierung von Tieren mit mindestens einem der erf indungsgem&s- 
sen Peptide. Nach der Immuni sierung kann aus den immunisier- 
ten Tieren eine Immunoglobulin-Fraktion isoliert werden, die 
Antikorper-Fraktionen enthait, welche einen Antikorper-Titer 
gegen mindestens eines der erf indungsgem&Ben Peptide auf- 

13 weisen. Die so erhaltenen Antikbrpern sind ebenfalls Gegen- 
stand der vorliegenden Erfindung. In einer alternativen Aus- 
fiihrungsform konnen neben den vollstandigen Antikorpern be- 
st ehend aus F ab und F c auch der en Fragment e wie F a b oder 
Fragmente der Antikorper verwendet werden, welche die Idio- 

20 typen zu den Epitopen der Peptide sind. 

Die Peptide gemaB der Erfindung sind zur Herstellung eines 
Mittels zur Diagnose von biologisch aktiven h-PTH (1-37) 
geeignet . 

25 

Die Erfindung wird anhand der folgenden Beispiele naher be- 
schrieben: 

Beispiel 1 

30 

FpgtphaRPnqyril-hfiRP rifir Pp.pt irip_: 

Das erf indungsgemSBe Verfahren zur Synthese der Peptide be- 
ruht auf der Peptidsynthese am festen Trager. Die C-termina- 
35 le Aminosaure wird jeweils in Gegenwart von Dicyclohexylcar- 
bodiimid und Dimethylaminopyridin an das TrSgermaterial ge- 
bunden. Als TrSgermaterial flir die Synthesen werden Wang- 
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Harz Oder entsprechende Harze eingesetzt. 

Folgende L-Aminos^ure-Derivate werden fur die Synthese der 
Seguenz, ausgehend vom aufgefiihrten Peptidyl-Harz , verwen- 
5 det: a) hPTH 1-10: Fmoc-Asn(Trt )-Wang-Harz, Fmoc-His ( Trt ) - 
OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Gln(Trt )-OH, Fmoc-Ile-OH, 
Fmoc-Glu ( OtBu ) -OH , Fmoc-Ser ( tBu ) -OH , Fmoc-Val-OH , Boc- 
Ser(tBu)-0H. b) hPTH 9-18: Fmoc-Met-Wang-Harz , Fmoc- 
Ser ( tBu ) -OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-His ( Trt )- 

10 OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc- 

Asn(Trt)-OH, Boc-His(Trt )-OH. c) hPTH 24-37: Fmoc-Leu-Wang- 
Harz, Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Asn(Trt )- 
OH, Fmoc-His (Trt) -OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, Fmoc- 
Gln ( Trt ) -OH , Fmoc-Leu-OH , Fmoc-Lys ( Boc ) -OH , Fmoc-Lys ( Boc ) - 

15 OH, Fmoc-Arg(Pmc)-OH, Fmoc-Leu-OH, 

Die Synthese kann durch in situ-Aktivierung mit 2-(lH-Benzo- 
triazol-l-yl )-l, 1, 3, 3, -tetramethyluroniumtetraf luoroborat 
(TBTU) Oder dessen Derivaten oder mit Benzotriazol-l-yl-oxy- 

20 tr is- ( dimethylamino ) -phosphoniumhexaf luorophosphat ( BOP ) 

oder dessen Derivaten in Gegenwart von Diisopropylethylamin 
Oder N-Methylmorpholin und 1-Hydroxybenzotriazol durchge- 
fuhrt werden, wobei w&hrend der Kupplungen in N , N-Dimethyl- 
formamid, N,N-Dimethylacetamid oder N-Methylpyrrol idon ein 

25 vier- bis zehnfacher OberschuB der Fmoc-L-Aminosaure verwen- 
det wird. Die Abspaltungen der Fmoc-Gruppen werden mit 20% 
Piperidin oder 2% Piperidin und 2% 1 , 8-Diazbicyclo [ 5 , 4 , 0 ]un- 
dec-7-en (DBU) in N, N-Dimethylf ormamid, N , N-Dimethylacetamid 
Oder N-Methylpyrrol idon durchgef uhrt . Nach der Synthese wer- 

30 den die Harze mit 2-Propanol und Dichlormethan gewaschen und 
im Hochvakuum bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

Zur Abspaltung vom TrSger und Entblockierung wird das Pepti- 
dyl-Harz 30-90 Minuten bei Raumtemperatur mit Trif luoressig- 
35 saure, die 5% Scavenger, Wasser, Ethandiol, Phenol oder 

Thioanisol, enthSlt, umgesetzt, filtriert, mit Trifluores- 
sigsSure gewaschen und anschlieBend mit tert-Butylmethylet- 
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her ausgefailt. Der Niederschlag wird aus w&Briger Losung 
lyophilisiert . 

5 

Beispiel 2 

Rftiniqunq und Analyse, 

10 Die Reinigung der Rohprodukte erfolgt chromatographisch iiber 
eine C18-Reverse-Phase-Saule (lO^im, Puffer A: 0,01 N HC1 in 
Wasser; Puffer B: 20% Isopropanol, 30 % Methanol, 50% Was- 
ser, 0,01 N HC1; Gradient: 10-80% in 60 Minuten; Detektion 
230 nm) . 

15 

Die Reinheit der Produkte wird durch Massenspektrometrie und 
CI 8-Reverse-Phase-Chromatographie best imnit . 

20 Beispiel 3 

Kopplung an Carrierprotein 

Als Carrierprotein werden Hamocyanin, Thyroglobulin, Rinder- 
25 serumalbumin, Ovalbumin oder Mausserumalbumin verwendet. Die 
Kopplung erfolgt nach der Carbodiimid-Methode iiber Carboxyl- 
gruppen des Peptides- Das Peptid wird in wassriger Losung 
durch 5 minutige Umsetzung mit l-Ethyl-3- ( 3-dimethylamino- 
propyl ) carbodiimid-Hydrochlorid aktiviert. Die Kopplung 
30 erfolgt durch Zugabe des aktivierten Peptides zu einer wass- 
rigen Losung des Carriers. Das molare Verh&lnis betragt 1 
Peptid auf 50 Aminosauren des Carr ierproteins . Die Umsetzung 
dauert 4 Stunden. 

Die Reaktion wird durch Zugabe von Natriumacetat in einer 
35 Endkonzentration von 100 inM gestoppt. Man lSBt eine Stunde 
inkubieren. 
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5 



10 



Die Abtrennung des Protein-Peptid Konjugates von. Peptid er- 
folgt durch wiederholte Dialyse gegen 100 mM Phosphatpuf f er 
pH 7,2. 



Beispiel 4 

SvnthPRp dpr Multiple ftntiapnir p«, rt1f1r n (mr ] 

Die dreifache Lysin-Verzweigung wird erreicht, indem an C- 
terminales Alanin , gebunden an Wang-Harz, in drei Kup- 
plungszyklen jeweils Fmoc-L-Lysin(Fmoc)-OH gebunden wird. 
Durch Abspaltung mit Piperidin werden danach acht freie Ami- 
nofunktionen erhalten, an denen die Sequenzen des humanen 
Parathormons nach obiger Beschreibung synthetisiert werden. 



Beispiel 5 

2C Trnmnni si 



Fur die Erstimmunisierung werden pro kg Korpergewicht des zu 
ammunisierenden Tieres 125 yg des Carrier-Peptid Konjugates 
bzw. MAP in 250 ml Wasser gelost und mit 250 pi kompletten 
Freund'schen Adjuvans emulgiert. Die Emulsion wird iiber den 
Riicken verteilt in 10 Portionen s.c. appliziert. 

Das Boostern erfolgt nach 2-4 Wochen analog. Hierbei wird 
lediglich das komplette Freund • sche Adjuvans durch inkom- 
plettes Freund' sches Adjuvans ersetzt. 
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Patentaneprtiche 



5 1. Peptide aus der Sequenz des hPTH (1-37) enthaltend a-he- 
licale AminosSuresequenzbereiche und/oder nicht struktu- 
rierte Aminosaureseguenzbereiche, wobei die Peptide bei 
Injektion in Tiere Antik6rper zu induzieren vermogen. 

10 2. Peptide nach Anspruch 1 aus hPTH (1-37) mit der Sequenz 

hPTH 1-10 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -His 9 -Asn 10 -OH ( 1 ) 
15 hPTH 1-9 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -His 9 -OH (2) 



hPTH 1-8 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -Met 8 -OH 



(3) 



20 



hPTH 1-7 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -Leu 7 -OH 



(4) 



25 



hPTH 1-6 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -Gln 6 -OH 



(5) 



hPTH 1-5 

NH 2 -Ser 1 -Val 2 -Ser 3 -Glu 4 -Ile 5 -OH 



(6) 



30 



hPTH 9-18 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His :l4 -Leu :l5 -Asn :l6 -Ser 17 -Met 18 - 
OH (7) 



35 
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hPTH 10-18 

NH 2 -Asnl0-Leu 11 -Gly 12 -Lys 1 3-His 14 -Leu 1 5-Asn 1 6-Ser 17 -Met 18 -OH (8) 
hPTH 11-18 

5 N^-Leu^-Gly^-Lys^-His^-Leu^-Asn^-Ser^-Met^-OH (9) 

hPTH 12-18 

NH 2 -Gly 1 2-Lys 1 3-His 14 -Leu 15 -Asn 1 6-Ser 17 -Met 18 -OH (10) 

10 hPTH 13-18 

NH 2 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -Asn 1 6-Ser 17 -Met 18 -OH (11) 

hPTH 14-18 

NH 2 _His 14 -Leu 15 -Asn 16 -Ser 17 -Met 18 -OH (12) 

15 

hPTH 9-17 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 1 3-His 14 -Leu 1 5-Asn 16 -Ser 17 -OH (13) 
hPTH 9-16 

20 KH 2 -His9-Asnl0-Leull-Gly 12 -Lysl3-Hi s 14. Leu 15. Asn 16. O H (14) 

hPTH 9-15 

NH 2 -His 9 -Asn 1 0-Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -His 14 -Leu 15 -OH (15) 

25 hPTH 9-14 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 1:l -Gly 12 -Lysl3-His 14 -OH (16) 

hPTH 9-13 

NH 2 -His 9 -Asn 10 -Leu 11 -Gly 12 -Lys 13 -OH (17) 



30 



hPTH 24-37 

NH 2 -Leu 24 -Arg 2 5-Lys 2 6-Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp30. V al31-His3 2 -Asn33- 
Phe 34 -Val35_ A i a 36_ Leil 37. OH (J8) 



35 
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hPTH 25-37 

NH 2 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 - 
Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (19) 

5 hPTH 26-37 

NH 2 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 - 
Ala 36 -Leu 37 -OH (20) 

hPTH 27-37 

10 NH2-Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 - 
Leu 37 -OH (21) 

hPTH 28-37 

NH 2 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 - 
15 OH (22) 

hPTH 29-37 

NH 2 -Gln 29 -Asp 30 -Val 3 l-His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (23) 

20 hPTH 30-37 

NH 2 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (24) 

hPTH 31-37 

-Val 31 -His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (25) 



25 



NH 



2 



hPTH 32-37 

NH 2 .His 32 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (26) 
hPTH 33-37 

30 KH 2 -Asn 33 -Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -Leu 37 -OH (27) 

hPTH 24-36 

NH 2 -Leu 24 -Arg 25 -Lys 26 -Lys 27 -Leu 28 -Gln 29 -Asp 30 -Val 31 -His 32 -Asn 33 - 
Phe 34 -Val 35 -Ala 36 -OH (28) 

35 
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hPTH 24-35 

NH 2 -Leu24.Arg25- Lys 26_ Lys 27_ Leu 28_ Gln 29. Asp 30.val31-His32-Asn33- 
Phe 34 -Val 35 -OH (29) 

S 

hPTH 24-34 

NH 2 -Leu 24 -Arg25_ Lys 26_ Lys 27. Leu 28. Gln 29. Asp 30. Val 31_Hi s 32. Asn 33_ 
Phe34- OH (3£)) 

10 hPTH 24-33 

NH 2 -Leu24-Arg25- Lys 26_ Lys 27. Leu 28_ Gln 29. Asp 30. Val 31_ His 32_ Asn 33. 
0H (31) 



15 



hPTH 24-32 

NH 2 -Leu24. Ar g25. Lys 26. Lys 27_ Leu 28_ Gln 29_ Asp 30_val31. H is32_OH (32) 
hPTH 24-31 

NH 2 -Leu24. Ar g25_ Lys 26_ Lys 27. Leu 28_ Gln 29. Asp 30_ Val 31. OH (33) 

20 hPTH 24-30 

NH 2 -Leu24- Arg 25_ Lys 26_ Lys 27_ Leu 28_ Gln 29_ Asp 30„ OH (34 } 

hPTH 24-29 

NH 2 - Leu 2 4 - Arg 2 5 . Lys 2 6 _ Ly s 2 7 _ Leu 2 8 _ Gln 2 9 _ 0H ( 35 , 

25 

hPTH 24-28 

NH 2 -Leu24- Arg 25_ Lys 26. Lys 27_ Leu 28. OH (36) 

i. Peptide nach Anspruch 1 und/oder 2, die am N-terminalen 
Ende, in der Seitenkette und/oder am C-terminalen Ende 
modifiziert sind in Form von Acetyl ierungs- , Amidierungs- 
, Phosphoryl ierungs- und/oder Glycosylierungsprodukten, 
und/oder gebunden sind an Carrierproteine wie Hamocyanin, 
Thyroglobulin, Rinderserumalbumin, Ovalalbumin Oder Maus- 
35 serumalbumin. 



30 



WO 96/10041 



PCT/EP95/03757 



- 15 - 



4. Diagnostikum, erhaitlich durch an sich bekannte Immuni- 
sierung von Tieren mit mindestens einem der Peptide geraSB 

5 mindestens einem der Ansprtiche 1 bis 3, Gewinnung von 

Imraunoglobulinen enthaltenden Fraktionen aus den immuni- 
sierten Tieren und Isolierung von Fraktionen, die einen 
Antik6rper-Titer gegen mindestens eines der Peptide gem££ 
mindestens einem der Anspruche 1 bis 3 aufweisen und das 

10 gegebenenfalls weiter Hilfs- und/oder Tragerstoffe ent- 

halt. 

5. Antikorper oder Fragmente von Antikbrpern erhfiltlich 
durch Immunisierung von Tieren mit mindestens einem Pep- 

15 tid nach mindestens einem der Anspruche 1 bis 3. 

6. Verwendung der Peptide gemafi mindestens einem der Anspru- 
che 1 bis 3 zur Herstellung eines Mittels zur Diagnose 
von biologisch aktiven h-PTH (1-37). 

20 
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